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子、DNA及 RNA。滾動循環擴增技術(Rolling circle amplification，RCA)
是一種核酸放大的技術，此種技術可應用於蛋白質檢測上。傳統的免疫
分析方式結合 RCA(Immuno-RCA)的檢測技術，此種技術有一個主要的




技術( Aptamer- RCA )發展出一種高敏感性且高特異性檢測蛋白質的技














Aptamers are single-stranded nucleic acids(ss DNA or ss RNA) that are 
able to fold into defined tertiary structures. If aptamer fold into the special 
structure, it will have high specificity and affinity while binding with target 
molecular. Targets to which aptamers have been generated against 
successfully include proteins, small molecules, and RNA. A different 
nucleic acid amplification technique called rolling circle amplification 
(RCA),is adapted to the detection of proteins. A defect of immuno-RCA is 
that the hybrids can be problematic and time-consuming, so we used 
aptamer-DNA to improve this problem. Aptamers have some advantages: (1) 
easy to development, (2) stable, (3) robust methods for their synthesis, and 
(4) many extensive applications. Aptamer-based rolling circle amplification 
(aptamer-RCA) is a kind of high sensitivity and high specificity method for 
the detection of protein. In this research, we utilized human IgE as a model 
target to develop allergy biochip. And it was demonstrated that the 
aptamer-RCA presented method was highly sensitive and specific with a 
broaden detection range and a low detection limit. Because of the wide 
availability of aptamers for multiple proteins, this platform holds great 
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第一章、緒論 
1-1研究背景 
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2-2生物晶片之種類 
生物晶片種類依照其特性可分為以下幾類 
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2-4人類免疫球蛋白 E(Human immunoglobin E) 
免疫球蛋白E（ Immunoglobin E）為在1960年代首度由Ishizaka, 











（type I hypersensitivity）。【林明泉，1999】 
 
圖 2-1、第一型免疫過度反應示意圖 




的醣蛋白，於卵白中有豐富的含量，每個 Avidin分子具有 4個 biotin的
結合位。Streptavidin 是細菌 Streptomyces avidinii 的蛋白質產物，分子



















 - 11 - 
2-7 相轉換法（Phase inversion process） 
相轉換法是一般較常用薄膜製備法，所謂相轉換法由Kesting等學者





(1)熱誘導式相轉換法（Thermal induced phase separation，TIPS）：1990 








不同薄膜結構的形成【Kurata M., 1982、Mehta R. H. et al., 1995、
Vandeweerdt P. etal.,1991】。 
（2）乾式相轉換法( Precipitation by solvent evaporation )：此方法由




膜結構【Zeman L. et al., 1993】。因此，溶劑與非溶劑的揮發速率及相
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分離行為是其主要控制變數。 
（3）蒸氣相沉澱法 ( Precipitation from the vapor phase )：此法由





（4）濕式相轉換法( Immerosion precipitation )：此法常用以製造非對稱
形成薄膜【F. C. Lin et al., 1996、J. Y. Lai et al., 1998、Mulder M., 1991、








（5）乾/濕混合製程( Dry / Wet process)：由Zsigmondy 與Bachman 等學
者於1992年提出專利【Zsigmongy R. et al., 1992】，用以製備超過濾薄
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2-8滾動循環擴增技術（Rolling circle amplification，RCA） 
滾動循環擴增技術（Rolling circle amplification，RCA）為1995 年












偵測實驗【Cheng J.Y.,et al,2005】，彼此不互相干擾。RCA 不僅在固
定之擴增區域累積擴增訊號，而且恆溫擴增之方式不會使蛋白質變性，
因此已開始被使用在蛋白質晶片研究上【Shao W. ,et al,2003】。由於RCA
產物為單股DNA序列，因此可使用另ㄧ與RCA產物互補並帶有螢光之單
股DNA來做雜合（hybridization)【B. Schweitzer., et al,2000】，或是直接
將dNTPs上標記螢光物質（通常是加在dU上)【  Dobrovolskaia.E., et 
al,2006】，使在形成RCA產物時也同時將螢光標定在產物上，如此ㄧ來
即可放大目標之訊號。而與免疫PCR反應（Immuno-PCR)【Joerger and 
Hendrickson ., et al,1995】不同的則是其訊號為分散在液相中表現，而非
某點的訊號。雖同為以擴增的訊號為目的，但免疫PCR反應則需要再跑
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2-9適合體( Aptamer ) 
在1990 年Tuerk 與Gold開發出一套篩選能與目標分子或蛋白質具有高
作用力之DNA 或RNA 序列的一套方法稱為SELEX（Systemic Evolution 
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本篇所使用之 IgE DNA 適合體 D17.4 之二級結構如圖 2-7 所示，其






















(1) template  
5’-p-TAG CAC GGA CAT ATA TGA TGG TAC CGC AGT ATG 
AGT ATC TCC TAT CAC TAC TAA GTG GAA GAA ATG TAA 
CTG TTT CCT TC-3’ 
(2) Aptamer-primer complex (37 mer-1 ) 
5’-GGG GCA CGT TTA TCC GTC CCT CCTAGTGGCGTGCCCC 
TTT TTT TGT CCG TGC TAG AAG GAA ACA GTT AC-3’. (粗體
字部位為 Primer sequence) 
(3) Aptamer-primer complex (37 mer-2 ) 
5’-GGG GCA CGT TTA TCC GTC CCT CCT AGT GGC GTG CCC 
CTT TTT TGTA CCA TCA TAT ATG TCC GTG CTA GAA GGA 
AAC AGT TAC A- 3’(粗體字部位為 Primer sequence) 
(4) Aptamer-primer complex(45mer-1) 
5’- GCG CGG GGC ACG TTT ATC CGT CCC TCC TAG TGG CGT 
GCC CCG CGC TTT TTT TGT CCG TGC TAG AAG GAA ACA 
GTT AC-3’. (粗體字部位為 Primer) 
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(5) Aptamer-primer complex(45mer-2) 
5’ GCG CGG GGC ACG TTT ATC CGT CCC TCC TAG TGG CGT 
GCC CCG CGC TTT TTT GTA CCA TCA TAT ATG TCC GTG 
CTA GAA GGA AAC AGT TAC A 3’(粗體字部位為 Primer 
sequence) 
(6) RCA-primer1 
5’- TGT CCG TGC TAG AAG GAA ACA GTT C-OH- 3’ 
(7) RCA-primer 2  
5’-GTA CCA TCA TAT ATG TCC GTG CTA GAA GGA AAC AGT 
TAC A-OH- 3’ 
(8) Detection probe: 
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3-1.2研究過程所需之蛋白質 
(1) Human IgE：購自 Millipore公司。 
(2) Phi 29 DNA polymerase：購買自 New England Biolabs。 
其主要是利用 Phi 29 DNA polymerase 具 DNA鏈強置換(display)的特
性，而可在 DNA鏈合成完成時被後方新合成的 DNA鏈置換出去。 
(3) dNTP：購買自 New England Biolabs。 
為擴增反應時的材料，可藉此形成一段 DNA序列。 
(5) T4 DNA ligase：購買自 New England Biolabs。 
其作用為將線狀模板接合形成環狀模板。  (NEB 公司  Quick 
Ligation™ Kits) 
(6) Exonuclease I：購買自 New England Biolabs。 




















(3) Spin coater (力承儀器) 
(4)照膠系統 
(5) GenePix4000B晶片掃描：購自Axon Instruments Inc. 
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 3-5 溶液製備 
(1)Phosphate-Buffered Saline(PBS)之配製(1L) 
秤80 克NaCl，2 克KCl，14.4 克Na2HPO4，與2.4 克KH2PO4，先加入
distilled water使其完全溶解後，再加入distilled water至1L標線即可。 
 
(2)Washing buffer：PBST 




取5mL 1 ％ Tween 20 加入上述所配製之PBS 45 mL 後再加入 0.05 g 
MgCl2。 
 
(7) Blocking buffer：1％BSA/PBS 
秤1 g BSA倒入100 mL PBS溶液中溶解。 
 
(6) RCA reaction buffer 
RCA 反應所需最終濃度為200 μg/ml 之BSA、4 mM dNTPs 、1X Phi29 






















































以pipette取200 uL 1％ BSA / PBS 溶液，盡量不要使Tip 碰觸到晶片
表面且均勻鋪在晶片上。最後將晶片置於水盒中於4 ℃下over night 反
應。 
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3-6.4環狀模板分子成形之驗證 
以3% agarose gel electrophoresis驗證環狀模板是否成形, 並比較以
下5種結果: 
(1) primer-template雜合產物。 
(2) ligation後經exonuclease T處理。 





3-6.5  Agarose gel之配製 
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3-6.6 液相RCA驗證 
將前述經合環反應後之template與 primer序列以等比例於微量離心
管中混合均勻後，加入 RCA所需之 reaction buffer、BSA (200 μg / ml)、
dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小
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3-6.7 模板是否與引子互補對RCA之影響(微量離心管) 
    合成二段引子序列，一段可與上述經合環作用之Template互補，而
另一段序列則無法與模板序列互補 (Matched primer與Unmatched 
primer)。將前述經合環反應後之template與 primer序列以等比例於微量
離心管中混合均勻後，加入RCA 所需之reaction buffer、BSA (200 
μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。之後在
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3-6.8 模板是否與引子互補對RCA之影響(生物晶片) 
   合成之二段引子序列皆經修飾Biotin(Matched primer與Unmatched 
primer)，因此我們先在晶片上點上Streptavidin，之後在以pipette 舖上修
飾biotin之引子序列，待雜合反應後再舖上經合環作用之Template，之後
再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/ml.)、dNTPs (4 mM)
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3-6.9 驗證適合體結合Human IgE之能力 
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3-6.10 適合體結合Human IgE經RCA將訊號放大 
   首先在晶片上點上Human IgE，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜
合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之Template
雜合，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 









 - 34 - 
3-6.11 驗證蛋白質之非特異性放大 
  首先在晶片上點上Human IgE 後再舖上適合體序列使兩者進行雜合
反應，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
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3-6.12驗證適合體結合 Human IgG 之能力 
首先在晶片上點上 Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行
雜合反應 (hybridization)，因未延伸引子序列之適合體其 3’端修飾
Biotin，因此最終可以 Streptavidin-Cy5(SA-Cy5)結合（如圖 3-11.1 所
示），而含延伸引子序列之適合體因其 3’端未修飾 Biotin，所以可以





圖 3-11.1、驗證適合體結合 Human IgG 
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3-6.13驗證適合體結合 Human IgG經 RCA放大 
首先在晶片上點上 Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行
雜合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之
Template 雜合，之後再加入 RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/mL)、dNTPs (4 mM)以及 phi29 DNA polymerase (10 Unit)。於 37℃下
反應四小時。最後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應(如圖
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3-6.14不同濃度適合體結合 Human IgE比較其螢光強度 
首先在晶片上點上 Human IgE，之後再舖上不同濃度之適合體序列
使兩者進行雜合反應，在此我們設定適合體之濃度為 5 uM、500 nM、5 
nM。此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之 Template 雜
合，之後再加入 RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及 phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於 37℃下反應四小時。
最後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應(如圖 3-13所示)，其最












用之 Template雜合，之後再加入 RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 







圖 3-14、改變 RCA反應時間 
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第四章、結果與討論 
4-1環狀模板分子成形之驗證 
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4-2液相RCA驗證 
    在微量離心管中添加等比例之環狀模板與引子後，以37℃、1小時
使兩者行雜合反應。之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/ml.)、dNTP (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37 ℃下
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4-3模板是否與引子互補對RCA之影響(微量離心管) 
   事先合成二段引子序列，一段可與上述經合環作用之Template互
補，而另一段序列則無法與模板序列互補(Matched primer和Unmatched 
primer)。將前述經合環反應後之template與 primer序列以等比例於微量
離心管中混合均勻後，加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 
μg/ml.)、 dNTPs (4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃
下反應四小時。最後將產物以3% agarose gel electrophoresis以驗證並比
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4-4模板是否與引子互補對RCA之影響(生物晶片) 
    上述所合成之二段引子序列皆經修飾Biotin，因此此研究先在晶片
上點上Streptavidin，之後在以pipette 舖上修飾biotin之引子序列，待雜
合反應後再舖上經合環作用之Template後，加入RCA 所需之 reaction 
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4-5驗證適合體結合Human IgE之能力 
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4-6驗證適合體結合Human IgE經RCA結果 
   首先在晶片上點上Human IgE，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜
合反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之Template
雜合，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200 μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小時。最
後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應，其最終結果需以
Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。如圖4-6所示以適合體結合Human IgE經
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4-7驗證蛋白質之非特異性放大 
首先在晶片上點上Human IgE，之後加入RCA 所需之  reaction 






IgE之濃度設定為50 ug/mL或250 ug/mL human IgE，兩者皆不會有非特
異性放大的情況產生。 
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4-9驗證適合體結合 Human IgG經 RCA結果 
首先在晶片上點上Human IgG，之後再舖上適合體序列使兩者進行雜合
反應，此適合體具延伸之引子序列，因此可與經合環作用之Template雜
合，之後再加入RCA 所需之 reaction buffer、BSA (200μg/mL)、dNTPs 
(4 mM)以及phi 29 DNA polymerase (10 Unit)。於37℃下反應四小時。最
後再以修飾螢光物質的探針序列進行雜合反應，其最終結果需以
Genepix 4000B掃瞄螢光訊號。如圖4-11所示以適合體結合Human IgG經
過RCA後，不論在Human IgG濃度50 ug/mL或250 ug/mL處，在經過RCA
放大後，皆可觀察到螢光訊號的產生。 
如圖4-12所示 以37 mer、37-1 mer、37-2 mer IgE aptamer結合Human 
IgG(濃度為50 ug/mL、250 ug/mL Human IgG)，不論適合體是否有接上
引子序列，皆無法觀察到明顯的螢光訊號，但是在以Aptamer-primer 
complex結合Human IgG(濃度為50 ug/mL、250 ug/mL Human IgG)後進行
RCA反應將訊號放大後可發現螢光訊號會明顯增強。 
如圖4-13所示 以45 mer、45-1 mer、45-2 mer IgE aptamer結合Human 
IgG(濃度為50 ug/mL、250 ug/mL Human IgG)，不論適合體是否有接上
引子序列，皆無法觀察到明顯的螢光訊號，但是在以aptamer-primer 
complex(45-1mer、45-2 mer IgE aptamer)結合Human IgG(濃度為50 
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4-10 不同濃度適合體結合 Human IgE比較其螢光強度 
在此研究中我們設定適合體之濃度為 5 uM、500 nM、5 nM，並比
較不同濃度之適合體其螢光強度之探討。如圖 4-14 所示，在於
Aptamer-primer complex 濃度於 5 nM時皆可得到明顯的螢光訊號，因此







時間在三十分鐘時就會開始，但針對45 mer IgE aptamer而言，在RCA反
應時間為三十分鐘時並沒有因Human IgE濃度(濃度為50 ug/mL、250 
ug/mL Human IgE)不同而使螢光強度增強。而在RCA反應時間為一小時
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4-12綜合討論 
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第五章、結論 
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          圖4-1、以電泳驗證環狀模板分子成形 
M：Marker(50~500bp) 
Lane 1:未合環成功經exonuclease T處理 
Lane 2: Ligation後未經exonuclease T處理 
Lane 3: Primer-template hybridization product 
Lane 4: Primer sequence 
Lane 5: Template sequence 











Lane 1：Primer1(RCA buffer中無添加BSA) 
Lane 2：primer2(RCA buffer中無添加BSA) 
Lane 3：Primer1(RCA buffer中有添加BSA) 









Lane 1 〃2：unmatched primer+template hybridization 
Lane 3 〃4：matched primer +template hybridization 
Lane 5： unmatched primer+template RCA 






















 - 64 - 
 
圖4-5、驗證適合體結合Human IgE之能力。白色框框為IgE aptamer與50 
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圖 4-8、比較 45 mer 與 45-1 mer、45-2mer IgE aptamer 結合 Human IgE
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圖4-9、驗證蛋白質之非特異性放大。(A)為白色框框為50 ug/mL human 
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圖4-10、驗證適合體結合Human IgG。白色框框為IgE aptamer與50 ug/mL 















aptamer與50 ug/mL Human IgG反應處，黃色框框為IgE aptamer與250 
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圖 4-14、比較不同濃度(5nM、500nM、5uM)之 Aptamer-primer complex
結合 Human IgE 經 RCA 反應四小時放大之結果。(A)不同濃度之 37-1 
mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE，(B)不同濃度之 37-1 mer IgE 
aptamer結合 250 ug/mL Human IgE，(C)不同濃度之 37-2 mer IgE aptamer
結合 50 ug/mL Human IgE，(D)不同濃度之 37-2 mer IgE aptamer結合 250 








圖 4-14、 (E)不同濃度之 45-1 mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human 
IgE，(F)不同濃度之 45-1mer IgE aptamer 結合 250 ug/mL Human IgE，(G)
不同濃度之 45-2 mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE，(H)不同濃
度之 45-2 mer IgE aptamer 結合 250 ug/mL Human IgE。 




反應時間。 (A)以37-1 mer IgE aptamer結合50 ug/mL Human IgE後進行
不同反應時間之RCA放大，(B)以37-1 mer IgE aptamer結合250 ug/mL 
Human IgE後進行不同反應時間之RCA放大，(C)以37-2 mer IgE aptamer
結合50 ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之RCA放大，(D)以37-2 
mer IgE aptamer結合250 ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之RCA
放大 
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圖 4-16、探討 RCA 反應時間(30min、60min、120min、180min)之最佳
化反應時間。(E)以 45-1 mer IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE後進
行不同反應時間之 RCA 放大，(F) 以 45-1 mer IgE aptamer 結合 250 
ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之 RCA放大，(G) 以 45-2 mer 
IgE aptamer 結合 50 ug/mL Human IgE後進行不同反應時間之 RCA放
大，(H) 以 45-2 mer IgE aptamer 結合 250 ug/mL Human IgE 後進行不同
反應時間之 RCA放大。 
 
 
 
 
 
